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响应面法优化油菜蜂花粉核苷类成分提取工艺

孙丽萍 1，黄 兰 1 ,2，徐 响 1，庞 杰 2，何 伟 1 ,2，穆雪峰 1 ,2，沈新锋 1,2

(1.中国农业科学院蜜蜂研究所，北京      100093；2.福建农林大学食品科学学院，福建 福州      350002)

摘   要：目的：考察油菜蜂花粉核苷类成分的提取条件，确定最佳提取工艺。方法：先通过单因素试验获得油

菜蜂花粉核苷类成分提取时间、提取温度及料液比的优化范围，再利用Box-Behnken试验设计原理和 3因素 3水平

的响应面分析法优化蜂花粉核苷类成分的提取工艺。结果：3因素的优化范围分别为 40～60min、45～65℃、1:60～

1:80(g/mL)。结论：最终优化条件为提取时间 53min、温度 60℃、料液比 1:70(g/mL)，该条件下，油菜蜂花粉中

核苷类成分总提取量为(705.2± 0.006)mg/100g。
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Optimization of Nucleosides Extraction from Rape Bee Pollen Using Response Surface Methodology
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Abstract ：Nucleosides extraction from rape bee pollen was optimized using response surface methodology. The appropriate

ranges of extraction time, extraction temperature and material-to-liquid ratio were obtained by one-factor-at-a-time experiments

for subsequent optimization using response surface analysis based on a three-variable, three-level central composite design. The

optimal ranges of extraction time, extraction temperature and material-to-liquid ratio were 40－60 min, 45－65 ℃ and 1:60－

1:80 (g/mL), respectively. The optimized extraction conditions were 53 min, 60 ℃, and 1:70 (g/mL). Under these conditions, the

extraction rate of nucleosides from rape bee pollen was (705.2 ± 0.006) mg/100 g.
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核苷类化合物包括核苷、核苷碱基及相关衍生物，

前者主要有胞苷、尿苷、鸟苷、腺苷等，核苷碱基

则主要有腺嘌呤、鸟嘌呤、尿嘧啶等，此外，核苷

衍生物有虫草素(3＇-脱氧腺苷)、2＇-脱氧腺苷等[1]。研

究发现，核苷类化合物具有一定的生物活性，如镇痛、

抗炎、抗肿瘤、抗病毒及抗血栓等作用，对中枢神经、

泌尿、代谢、心血管和肿瘤等疾病的治疗有着重大意

义[2-12]。核苷类化合物普遍存在生物体内，但关于蜂花

粉中核苷类成分的报道则少见。岳兵等[13]曾对油菜蜂花

粉进行研究，并报道其含有腺苷成分。

常见的核苷类成分提取方法为溶剂提取法，采用的

溶剂主要有纯水、一定比例的甲醇 -水及乙醇 -水[14-16]。

溶剂提取法根据提取方式不同又分浸提[17]、渗漉[18]及回

流提取[19]。浸提为一种温和提取方式，不易破坏目标成

分，但通常提取时间较长，溶剂用量较大，提取效率

较低。渗漏与回流提取虽然提取效率高，但也具有提

取时间长、提取体积较大的缺点。目前，常采用超声

波辅助提取[ 2 0 - 2 2 ]，超声波辅助提取为一种新式提取方

法，不仅提取时间短，且提取效率高。本研究以胞苷、

尿苷、鸟苷及腺嘌呤 4种核苷类成分为指标测定油菜蜂

花粉中核苷类成分总量，首先对提取溶剂进行选择，再

以提取时间、提取温度及料液比为因子进行单因素试验

考察，经响应面分析法建立模型，对这 3个因素进行优

化，旨在获得蜂花粉核苷类成分的最佳提取工艺条件。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

油菜蜂花粉由中国农科院蜜蜂研究所提供，经研钵

研碎，于－ 2 0℃下保藏。

腺嘌呤(adenine，≥ 99%)    美国 Sigma公司；胞

苷( c y t i d i n e，9 9 % )、尿苷( u r i d i n e，9 9 % )、鸟苷

(guanosine，99%)    美国Amresco公司；甲醇(色谱纯)

美国 Fi she r公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

AL204电子天平    梅特勒 -托利多(上海)公司；

KH2200DE台式数控超声波清洗器   昆山禾创超声仪器有

限公司；5417R小型台式冷冻型离心机    德国艾本德股

份公司；1200 HPLC色谱仪    美国安捷伦仪器公司。

1.3 标准品溶液的配制及核苷含量的测定

精密称取胞苷、尿苷、鸟苷、腺嘌呤标准品 6 .2、

5.5、5.2、5.1mg，分别加纯水溶解定容至 10mL制成标

准品溶液，其中鸟苷溶液中滴加数滴 10% KOH溶液以

保持稳定 [ 1 4 ]；取各标准品溶液 1 m L，混合均匀，制

成胞苷、尿苷、鸟苷、腺嘌呤质量浓度分别为 88.57、

78.57、74.29、72.86μg/mL的混合标准品溶液，低温避

光保存。

以胞苷、尿苷、鸟苷及腺嘌呤 4 种核苷类成分为

指标，采用高效液相色谱法(high performance liquid

chromatography，HPLC)建立标准品峰面积与质量浓度

的回归曲线来计算样品中目标成分的含量，并以胞

苷、尿苷、鸟苷及腺嘌呤 4 种核苷类成分总含量为核

苷类总含量。

1.4 方法

1.4.1 蜂花粉核苷类成分提取工艺单因素试验

分别精密称取油菜蜂花粉样品 0.5000g，加 30mL纯

水(料液比 1:60)，于 45℃条件下超声波提取(超声功率

100W)30min，样液离心(10000r/min、15min，10℃)

后过 0 .45μm 滤膜，待测。选取乙醇体积分数，提取

时间、提取温度、料液比为考察因素，研究某一因素

变化对核苷类成分的影响。各因素水平为：乙醇体积分

数：0 %、5 %、1 5 %、2 5 %、3 5 %、4 5 %；提取时

间：10、20、30、40、50、60、70min；提取温度：

25、35、45、55、65、75℃；料液比：1:20、1:30、

1:40、1:50、1:60、1:70、1:80(g/mL)。

1.4.2 响应面试验设计[23-24]

在单因素试验基础上，以核苷类成分总量为响应

值，以提取时间、提取温度、料液比 3 个因素为自变

量，设计 3因素 3水平共 17个试验点的响应面分析试验，

优化蜂花粉提取工艺条件。

1.5 数据处理及分析

利用Minitab 15软件中的多元线性回归分析程序，

拟合二阶多项式方程，对回归方程的系数进行显著性比

较，研究提取时间、提取温度、料液比对样液中蜂花

粉核苷类成分含量的影响，再将获得的二阶多项式方程

转化为响应曲面，进一步分析试验因素及水平对响应值

的影响。

1.6 HPLC分析条件

色谱柱：ultimate AQ-C18(250mm× 4.6mm，5μm)；

流动相：水(A)-甲醇(B)；梯度洗脱：0～3min，8%B；

3～15min，8%～15%B；15～20min，15%～20%B；

20～30min，20%～40%B；30～35min，40%～8%B；

35～50min，8%B；检测波长：254nm；柱温：30℃；

流速：1 m L / m i n；进样量：5μL。

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 提取剂的确定

由图 1可见，在不同乙醇体积分数条件下，4种核

苷类成分的提取效果各不相同。胞苷在纯水与 5%乙醇

条件下提取效果相近，但随着乙醇体积分数的进一步增

加而呈递减趋势；尿苷在纯水及 5%乙醇条件下的提取

效果亦相近，在 5%～35%内呈递减趋势，而在 35%～

45%内提取效果基本不变；鸟苷在 0%～45%乙醇条件

下呈递减趋势，且在 5%～45%段递减趋势强烈；同样，

腺嘌呤随着乙醇体积分数的递增而提取效果亦明显递

减。总之，随着乙醇体积分数的增加，溶剂极性逐渐

降低，从而更加有利于一些较低极性的醇溶成分的提

取；核苷类成分为大极性化合物，在纯水(0%乙醇)条

件下提取效果最好，同时有助于能源节约及环境的保

护，因此选择纯水作为蜂花粉核苷类成分的提取剂。

图 1  乙醇体积分数对油菜蜂花粉核苷类成分提取的影响

Fig.1   Effect of alcohol concentration on the extraction rate of rape bee

pollen nucleosides
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2.1.2 提取时间对核苷类成分提取的影响

由图 2可见，在 10～60min内样液中尿苷、鸟苷、

腺嘌呤及胞苷含量均随着时间增加而增加，到 70min时

基本稳定。其中尿苷与鸟苷含量在 10～20min内增长较

快，在 20～60min内则增长较缓慢；腺嘌呤与胞苷含量

在 10～20min内增长速率相近，且比在 20～60min内的

增长速率要大，但均小于尿苷与鸟苷含量在该时间段内

的增长速率，其中腺嘌呤含量增长速率甚小。从 4种核

苷类成分总量来看，其变化趋势亦随着提取时间增加呈

递增趋势，到 70min时基本稳定；在 20～40min时间段，

总含量增长较快，40～60min增长较缓，原因可能是随

着提取时间的延长，蜂花粉中其他水溶性成分逐渐溶出

并影响核苷类成分的溶解速率，因此检测出的核苷类成

分总量增加变缓。此处选择 40～60min作为提取时间的

优化范围。

2.1.3 提取温度对核苷类成分提取的影响

由图 3 可见，样液中尿苷、鸟苷、腺嘌呤及胞苷

含量在 25～65℃内均递增，65℃后均减少。其中尿苷

含量在 25～45℃内增长较快，在 45～65℃段增长较缓；

鸟苷含量于 25～65℃内的增长速率较腺嘌呤及胞苷要

大，腺嘌呤含量的增长速率最小。从核苷类成分总量

来看，其在 25～65℃内也呈递增趋势，特别是从 25～

45℃，其增加速率较大，之后增加速率减小，原因可

能是在 25～45℃段，提高温度加强了分子间作用力，从

而加强了核苷类成分的溶解速率；而 45～65℃段温度对

核苷类成分影响相对较小，其溶解率减慢。65℃后溶

解量减少，可能原因为高温导致其他水溶成分的溶解，

从而影响了核苷类成分的溶解量，或者可能因为温度太

高导致核苷类成分的分解。因此，选择 45～65℃作为

提取温度的优化范围。

2.1.4 料液比对核苷类成分提取的影响

25 35 45 55 65 75

300

250

200

150

100

50

0核
苷
类
含
量

/(
m

g/
10

0g
)

提取温度 /℃

胞苷

尿苷

鸟苷

腺嘌呤
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Fig.3   Effect of temperature on the extraction rate of rape bee pollen

nucleosides
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图 4  料液比对油菜蜂花粉核苷类成分提取的影响

Fig.4   Effect of material-to-liquid ratio on the extraction rate of rape

bee pollen nucleosides
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图 2  提取时间对油菜蜂花粉核苷类成分提取的影响

Fig.2   Effect of extraction time on the extraction rate rape bee pollen

nucleosides
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由图 4可见，在料液比 1:20～1:70随着提取剂体积

增加，样液中尿苷、鸟苷及胞苷的含量呈增加趋势，

1:70g/mL以后递减；腺嘌呤在料液比 1:20～1:40时含量

递增，在料液比 1:40～1:60内含量基本不变，但从料液

比 1:60开始少量减少。从核苷类成分总量来看，其在

料液比1:20～1:70呈递增趋势，其中料液比1:20～1:40增

加较快，1:40～1:70增加较缓，原因可能是开始水量增

大，核苷类成分与水的接触面积增大，加快了核苷类

成分的扩散传质；之后水体积的增大对核苷类成分扩散

传质影响减小，因此核苷类成分溶解量的增加速率降

低；在料液比 1:70处总量达最大值，之后减少，原因

可能为其他水溶成分的溶出，影响了核苷类成分溶解。

此处选择 1:60～1:80(g/mL)作为料液比的优化范围。

2.2 响应面法优化提取工艺条件

2.2.1 响应面试验设计与结果

在单因素试验的基础上，固定提取溶剂为纯水，

利用 Box-Behnken试验设计原理，以提取时间、提取

温度及料液比 3个因素为自变量进行响应面试验，因素

水平编码见表 1，试验设计及结果见表 2。

因素 编码
水平

－ 1 0 1

提取时间 /min x1 40 50 60

提取温度 /℃ x2 45 55 65

料液比(g/mL) x3 1:60 1:70 1:80

表 1  油菜蜂花粉核苷类成分提取工艺优化响应面试验设计

因素及水平编码

Table 1   Coded values and corresponding actual values of the

optimization parameters used in response surface analysis

试验号 x1 x2 x3 核苷类总量 /(mg/100g)

1 － 1 － 1 0 485.5

2 1 － 1 0 577.0

3 － 1 1 0 590.1

4 1 1 0 688.0

5 － 1 0 － 1 495.9

6 1 0 － 1 540.9

7 － 1 0 1 480.5

8 1 0 1 532.5

9 0 － 1 － 1 490.2

10 0 1 － 1 585.9

11 0 － 1 1 500.1

12 0 1 1 559.5

13 0 0 0 709.9

14 0 0 0 693.0

15 0 0 0 703.4

16 0 0 0 701.7

17 0 0 0 702.4

表 2 油菜蜂花粉核苷类成分提取工艺优化响应面试验设计与结果

Table 2   Experimental design and results for response surface analysis

2.2.2 方差分析和二元回归方程拟合

对表 2数据进行二次多元回归拟合得到回归方程：

y＝702.080＋35.8000x1＋46.3375x2－5.03750x3－69.2025x1
2－

47.7275x2
2－120.427x3

2＋1.60000x1x2＋1.75000x1x3－

9.07500x2x3，对该回归方程进行方差分析，结果如表 3

所示。

来源 自由度 平方和 均方和 F值 P值

回归 9 127520 14168.9 59.14 0.000**

线性项 3 27633 9211.1 38.45 0.000**

平方项 3 99535 33178.3 138.49 0.000**

乘积项 3 352 117.3 0.49 0.700

残差误差 7 1677 239.6

纯误差 4 146 36.4

合计 16 129197

R2=0.9870

表 3  二阶回归方程方差分析表

Table 3   Variance analysis for the fitted regression equation

注：* .影响显著，P ＜ 0 . 0 5；* * .影响极显著，P ＜ 0 . 0 1。

从表 3可知，此模型 P=0.000＜ 0.01，响应面回归

模型达到极显著水平，表明该二次回归模型能够极显著

拟合提取时间、提取温度、料液比对核苷类成分总量

的影响；决定系数 R2＝ 0.9870，表明 98.70%的数据可

用该方程解释。线性项 P＝ 0.000＜ 0.01，达极显著水

平，表明提取温度、提取时间及料液比对核苷类成分

总量影响极显著；同时平方项 P＝ 0.000＜ 0.01，达极

显著水平，表明曲线的弯曲度较高，该模型已在最优

区域进行拟合。

2.2.3 各两因素交互作用对核苷类成分总量的影响

a. 提取温度和提取时间
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b. 提取时间和料液比

c.提取温度和料液比

固定水平：提取时间 50min，提取温度 55℃，料液比 1:70(g /mL)。

图 5 各两因素交互作用对核苷类成分总量的影响的

响应面及等高线图

Fig.5   Response surface and contour plots illustrating the interactive

effects of extraction parameters on the extraction rate of rape bee pollen

nucleosides
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由图 5a 可见，响应曲面的坡度较陡，表明响应值

(核苷类成分总量)对提取时间与提取温度的改变较敏感。

在设定的时间范围内，随着提取时间的增加，总量增

加；在设定的温度范围内，随着提取温度的增加，核

苷类成分总量增加。表明提高温度与时间能增加 4种核

苷类成分的总提取量，当提取温度在 60℃，提取时间

52min左右时对样液中核苷类成分总量的提高最有利。

由图 5b 可见，响应曲面的坡度较陡，表明响应值

对提取时间与料液比的变化较敏感，其中对提取时间的变

化敏感较大。从等高线亦可看出提取时间变化比料液比变

化对核苷类成分总量的影响要大。在设定的时间范围内，

随着提取时间的增加，核苷类成分总量增加；在设定的

料液比范围内，随着料液比的增加，总量先增加再减

少。表明提高提取时间及适当提高提取料液比能增加 4种

核苷类成分的总提取量，当提取时间 52min、料液比 1:70

(g/mL)左右时对样液中核苷类成分总量的提高最有利。

由图 5c 可见，响应曲面的坡度较陡，表明响应值

对提取温度与料液比变化较敏感。从等高线亦可看出提

取温度变化比提取料液比变化对核苷类成分总量的影响

要大。在设定的温度范围内，随着提取温度的增加，

核苷类成分总量基本增加；在设定的料液比范围内，随

着料液比的增加，总量变化先增加再减少。表明提高

提取时间及适当增加料液比能增加 4种核苷类成分总提

取量，当提取温度在 60℃、料液比 1:70(g/mL)左右时对

样液中核苷类成分总量的提高最有利。

2.3 最优提取工艺条件及验证实验

对二次多项回归方程求偏导得最优的提取条件为提

取时间 52.6min、提取温度 59.9℃、提取料液比 1:70.4

(g/mL)。此时预测蜂花粉中 4种核苷类成分的最大提取

总含量为 718.3mg/100g。为检验响应面法优化蜂花粉核

苷类成分提取条件的可靠性，进行验证实验，基于实

际操作的可行性，将优化后的条件调整为提取时间

53min、温度 60℃、料液比 1:70(g/mL)。在此最佳条

件下，得 4种核苷类成分提取总含量为(705.2± 0.006)

mg/100g，与模型预测值的误差为 1.82%，符合要求。

3 结  论

本研究考察乙醇体积分数、提取时间、提取温度

及料液比4个单因素对油菜蜂花粉水提样中4种核苷类成

分含量的影响，确定取条件的优化范围分别为 0% (纯

水)、40～50min、45～65℃及 1:60～1:80(g/mL)，然后

选取提取时间、提取温度及液料比为考察因素经响应面

法设计并对提取条件进行优化。最优提取条件为提取时

间 52.6min、提取温度 59.9℃、料液比 1:70.4(g/mL)，油

菜蜂花粉中4种核苷类成分总提取量为718.3mg/100g。条

件最终调整为提取时间 53min、提取温度 60℃、提取料

液比 1:70(g/mL)，在此最佳条件下，蜂花粉四种核苷类

成分总提取量为(705.2± 0.006)mg/100g，与预测值的误

差为 1.82%。
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